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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft einen Sortierapparat fur 
einzelne biologische Objekte in einer Flussigkeit zum 
Einsatz in der Biotechnologie. Der Sortierapparat beruht 
darauf, dass die Objekte hinsichtlich ihrer physikali- 
schen Eigenschaften direkt oder indirekt mit Hilfe geeig- 
neter Sensoren klassifiziert werden. Die Objekte kon- 
nen zur Klassif izierung auch in signifikanter Weise mar- 
kiert werden. Ein an einer Weiche angebrachter Sortier- 
aktor kann dann die klassifizierten biologischen Objekte 
auf raumlich getrennte Auslasskanale aufteilen. Bei der 
indirekten Klassifizierung wird der Sortieraktor von dem 
zugeordneten Sensor in Abhangigkeit von der Signalin- 
tensitat des Sensors gesteuert. Als Sensoren sind in er- 
ster Linie Fluoreszenzsensoren geeignet. Unter "biolo- 
gischen Objekten" werden im Rahmen dervorliegenden 
Anmeldung vor allem (lebende) biologische Zellen ver- 
standen. 

[0002] Vorrichtungen zur fluoreszenzaktivierten 
Zellsortierung (FACS) sind kommerziell erhalttich. Bei 
den Sortierprinzipien unterscheidet man zwischen flu i- 
dischen Methoden (EP-A-0 177 718) und tropfchenori- 
enterten Systemen. Eine solche Vorrichtung istz. B. in 
der Patentschrift US-A-3 826 364 beschrieben. Bei bei- 
den Methoden werden die zu untersuchenden Zellen 
durch eine Hullflussigkeit vereinzelt. so dass sie indivi- 
duell fluoreszenzspektroskopisch oder durch Detektion 
des Streulichts vermessen werden konnen. 
[0003] Im ersten Fall wird die zu untersuchende Di- 
spersion aus zu untersuchenden Zellen in einem Flus- 
sigkeitsstrahl gefuhrt, der aufgrund eines Fluoreszenz- 
signals in einen Arm von nicht zu sortierenden und in 
einen Arm von zu sortierenden Zellstromen aufgespal- 
ten wird. Hierbei kann die Stromung durch einen piezo- 
elektrischen Transducer oder einen Ultraschallwandler 
entsprechend beeinflusst werden. 
[0004] Die am meisten verwendete Methode stellt die 
Sortierung von einzelnen Tropfchen dar. Bei diesem 
Prinzip tritt ein Zellstrom durch eine Diise aus. Aufgrund 
einer definierten mechanischen Schwingung der Duse 
reiBt der Flussigkeitsstrahl in einer wohl definierten Ent- 
fernung unterhalb des Messortes in Trofchen auf, die 
jeweils maximal eine Zelle tragen. In Abhangigkeit von 
einer Schwellintensitat wird ein Sortie rvorgang eingelei- 
tet, indem der Flussigkeitsstrahl uber die Hullflussigkeit 
elektrostatisch aufgeladen wird. 1st ein geladenes Tropf- 
chen mitderauszusortierenden Zelle vorn Flussigkeits- 
strahl abgerissen, so wird der Flussigkeitsstrahl augen- 
blicklich wieder entladen, so dass die f olgenden Tropfen 
nicht aufgeladen werden. Damit bleibt nur das Tropf- 
chen mit derzu selektierenden Zelle geladen. Die Trop- 
fen fliegen nun durch das Ablenkfeld eines Kondensa- 
tors. Das geladene Tropfchen mit der zu sortierenden 
Zelle wird entsprechend abgelenkt und landet in einem 
SortiergefaB, wahrend die nicht zu sortierenden Tropfen 
geradeaus in ein anderes GefaB fliegen. 
[0005] Im Gegensatz zum fluidischen Sortierer wer- 



2 

den mit dem Trdpfchensortierer h oh ere Sortie r rate n er- 
zielt. So ist er in der Lage, pro Tag ca. 10 8 Zellen zu 
prozessieren. Hierbei ist jedoch damit zu rechnen, dass 
nur 80 % der zu selektierenden Zellen tatsachlich sor- 

5 tiert werden konnen. Bei sehr seltenen Ereignissen in 
einer Zellpopulation sind jedoch hohere Durchsatze 
wunschenswert von etwa 10 10 Zellen. 
[0006] Aus der WO-A-9 428 119 ist eine Sortiervor- 
richtung fur in Fltissigkeiten suspendierte Zellen be- 

10 kannt. Die Vorrichtung weist einen von der Flussigkeit 
durchstrombaren Hauptkanal auf mit einem Detektor 
und diesem nachgeordneter Gabelung. Der Detektor 
klassiert die Partikel in der Flussigkeit nach ihren phy- 
sikalischen Eigenschaften, nach denen sie mittels eines 

*5 WasserstoBes in eine vorbestimmte Verzweigung des 
Kanals getrieben werden. Mit der Vorrichtung werden 
mit Zellen beladene Kunstst off partikel in einer GroBe 
von ca. 3 mm sortiert. Ein Hinweis auf ein mikrostruktu- 
riertes System von multiparallelen Hauptkanalen, Sor- 

20 tiermodulen, Weichen und zwei Summenauslasskana- 
len fehlt hiervbllig. Mit der Vorrichtung ist die gewunsch- 
te Leistungssteigerung der Sortierung nicht moglich. 
Weiterhin ist ein magnetisches Verfahren bekannt 
(MACS = Magnetic activated cell sorter), das zur Sepa- 
ls ration groBer Zellpopulationen kommerziell erhaltlich 
ist. Das Verfahren ist beispielsweise beschrieben in 
"Cytometry" U (1 990), Seiten 231 bis 238. Bei diesem 
Sortierverfahren wird die Bindung der relevanten Zellen 
an magnetische Beads ausgenutzt. Im Separations- 

30 schritt werden die in dieser Weise markierten Zellen in 
der MACS-Saule durch ein inhomogenes Magnetfeld 
zuruckgehalten, wahrend die nicht-markierten Zellen 
ungehindert die Saule passieren. Hierbei kann jedoch 
nur zwischen magnetischen und nicht-magnetischen 

35 Zellen unterschieden werden. 

[0007] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein- 
zelne biologische Objekte aufgrund einer magnetischen 
Markierung oder aufgrund einer Klassifizierung durch 
messtechnisch erfassbare Eigenschaften raumlich zu 

40 separieren, wobei der Zelldurchsatz signifikant verbes- 
sert werden soli. 

[0008] Ausgangspunkt ist dabei eine Sortiervorrich- 
tung mit folgenden prinzipiellen Merkmalen: 

45 j) Die Flussigkeit mit den zu sortierenden biologi- 
schen Objekten stromt uber eine Zufiihrung durch 
einen Hauptkanal, an dem eine Weiche mit minde- 
stens zwei AuslaBkanalen A,B angeordnet ist. 

50 j|) An dem Hauptkanal kann zur Detektierung und 
Klassifizierung von nicht magnetisch markierten 
Zellen mindestens ein Sensor angeordnet sein. 

iii) An der Weiche ist ein Sortieraktor angebracht, 
55 der die magnetisch markierten, bzw. klassifizierten 
Zellen anschlieBend selektiv auf die AuslaBkanale 
A,B verteilt. 
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[0009] Die erfindungsgemaBe Losung der oben an- 
gegebenen Aufgabe besteht im Falle von magnetisch 
markierten Zetlen darin, 

a) daB sich die Zufuhrung in ein mikrostrukturiertes 
System von multiparallelen Hauptkanalen und Sor- 
tiermodulen mit jeweils einer Weiche zur Aufteilung 
in zwei verschiedene AuslaBkanale A,B verzweigt, 

b) daB innerhalb eines Sortiermoduls an jedem 
Hauptkanal jeweils ein magnetischer Ablenkmodul 
als Sortieraktor angeordnet ist 

c) und daB jeder AuslaBkanal B mit einem Sum- 
menkanal fur die unselektierten Zellen und jeder 
AuslaBkanal A mit einem Summenkanal fur die se- 
lektierten Zellen verbunden ist. 

[0010] Eine alternative Losung, die auch im Falle von 
nicht magnetisch markierten Objekten zur Anwendung 
kommen kann und bei der die Objekte ggf. vorher op- 
tisch markiert werden, besteht erfindungsgemaB darin, 

a) daB sich die Zufuhrung in ein mikrostrukturiertes 
System von multiparallelen Hauptkanalen und Sor- 
tiermodulen mit jeweils einer Weiche zur Aufteilung 
in zwei verschiedene AuslaBkanale A,B verzweigt, 

b) daB innerhalb eines Sortiermoduls an jedem 
Hauptkanal mindestens ein Sensor und an jeder 
Weiche ein von dem jeweiligen Sensore gesteuer- 
ter Sortieraktor angeordnet sind. 

c) und daB jeder AuslaBkanal B mit einem Sum- 
menkanal fur die unselektierten Zellen und jeder 
AuslaBkanal A mit einem Summenkanal fur die se- 
lektierten Zellen verbunden ist. 

[0011] Vorteil haft ist an jedem Hauptkanal ein opti- 
scher Sensor zur Bestimmung der ZellengroBe ange- 
ordnet. ZweckmaBig sind dabei die an den Hauptkana- 
len angeordneten optischen Sensoren uber einen Licht- 
leiter mit einer externen Lichtquelle verbunden. Als op- 
tische Sensoren werden vorteilhaft Ftuoreszenzsenso- 
ren eingesetzt. 

[0012] GemaB einer bervorzugten Ausfuhrungsform 
ist das mikrostrukturierte System einschlieBlich der op- 
tischen Sensoren und der Sortieraktoren in einen mo- 
nolithischen Block integriert, wobei der monolithische 
Block vorzugsweise 200 bis 1 000 Sortiermodule enthalt 
und die lichte Weite der Kanale 5 u.m bis 60 u.m betragt. 
[001 3] Besonders vorteilhaft werden dabei samtliche 
Elemente des mikrostrukturierten Systems 
einschlieBlich der Steuerelektronik fotolithografisch in 
einen Silizium-Chip integriert. 

[0014] Entsprechend einer apparativen Weiterbil- 
dung bzw. Komplettierung sind die Sortiermodule mit ei- 
nem gemeinsamen, externen Rechner verbunden, der 



den Schwellwert bzw. den Maximalwert fur die Selektie- 
rung der Zellen vorgibt. 

[0015] Als Sortieraktoren konnen zur Steuerung der 
biologischen Flussigkeitsstrome piezoelektrische, ma- 
5 gnetostriktive, fluidische oder ultraschallaktive Bauele- 
mente eingesetzt werden. 

[001 6] Auf der Grundlage der Erf indung kann mit Hilfe 
der Methoden aus der Mikrosystemtechnik unter An- 
wendung des bekannten Prinzips "Messen-Entschei- 

10 den-Sortieren" ein Zellsortierapparat realisiert werden, 
dessen Leistungsfahigkeit gegenuber konventionellen 
Zellsortierapparaten um mindestens zwei GroBenord- 
nungen gesteigert ist, was einen signifikanten Fort- 
schritt bei der Losung des Problems derZellsortierung 

15 darstellt. So konnen z.B. innerhalb von 24 h 1 0 10 Zellen 
gegeniiber 10 8 Zellen in Geraten prozessiert werden. 
Aufgrund der Fertigung des Sortierapparates mit Hilfe 
der Mikrosystemtechnik konnen bei entsprechend ho- 
hen Stuckzahlen die Herstellungskosten einer solchen 

20 Vorrichtung deutlich gesenkt werden. 

[0017] Der erfindungsgemaBe Mikrosystem-Sortier- 
apparat kann zum Screening von Transfektionen und 
Zellbibliotheken, zur Anreicherung von High-Producern 
bei Pro- und Eukaryonten und ggf. in der Medizintechnik 

25 zur Anreicherung von Knochenmarkstammzellen ein- 
gesetzt werden. 

[0018] Im Folgenden wird die Erfindung an Hand von 
Zeichnungen und Ausfuhrungsbeispielen naher erlau- 
tert. 

30 [0019] Eszeigen: 



Fig. 1 



35 Fig. 2 
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50 
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Fig. 3 a und 3b 



Fig. 4 



Fig. 5a und 5b 



Fig. 6 



Rg. 7 



schematisch den Auf bau der neu- 
en Sortiervorrichtung 

den prinzipiellen Aufbau eines 
Sortiermoduls 

das Funktionsprinzip eines piezo- 
elektrischen Sortieraktors 

das Funktionsprinzip eines fluidi- 
schen Sortieraktors 

einen Sortieraktor mit elektrostati- 
schem Antrieb 

einen elektromagnetischen Sor- 
tieraktor fur magnetisch markierte 
Zellen und 

eine modulare Hintereinander- 
schaltung von magnetischen und 
optischen Sortiermodulen 



[0020] Bei der in Fig. 1 schematisch dargestellten 
Sortiervorrichtung wird der zu sortierende, durch die Zu- 
fiihrung 1 stromende Zellstrom 2 uber die Hauptkanale 
3 auf einzelne Sortiermodule 4 aufgeteilt, die unabhan- 



3 



5 



EP 0 745 682 B1 



6 



gig voneinander parallel die jeweiligen Teilstrome ver- 
arbeiten. Die Hauptkanale 3 sind dabei als Mikrokanale 
mit einem Durchmesser bzw. einer Kanalweite von 7 u.m 
ausgebildet. Nach der Sortierung vereinigen sich die 
Strome der positiven und der negativen Kanale aus je- 
dem Einzelmodul 4 zu einem Summenkanal 5 der posi- 
tiven und einem Summenkanal 6 der negativen Zellen. 
Die positiven Zellen werden in dem AuffanggefaB 7, die 
negativen Zellen in dem GefaB 8 gesammelt. Durch den 
multiparallelen Betrieb einer groBen Anzahl solcher Ein- 
heiten, vorzugsweise > 100, in einem sog. "Sorter-Ar- 
ray" kann eine betrachtliche Steigerung des Durchsat- 
zes erreicht werden. 

[0021] Der Aufbau des individuellen Sortiermoduls 4 
des Sorter-Arrays ist in Fig. 2 dargestellt. Er umfaBt hier 
jeweils einen Hauptkanal 3 mit einem Streulichtsensor 
9, einem Fluoreszenzsensor 10 und einer stromabwarts 
von den Sensoren angeordneten Weiche 11 mit einem 
Sortieraktor 12. Mit dem Streulichtsensor werden die zu 
sortierenden Zellen nach ihrer geometrischen GroBe 
klassifiziert um einerseits Storsignale zu unterdrucken 
und andererseits als Sortierparameter zur Verfiigung zu 
stehen. Als Effekt wird hier die groBenabhangige 
Lichtstreuung der Zellen bei der Wellenlange des Anre- 
gungslichts ausgenutzt. Dieses Prinzip wird auch bei 
dem konventionellen FACS angewandt. Die Fluores- 
zenzintensitat als Hauptparameter wird von dem opti- 
schen Detektor 10 detektiert. Die Detektoren 9 und 10, 
ggf. in Kombination mitoptischen Fiftern, sind unterdem 
Hauptkanal 3 angeordnet. Das Anregungslicht wird von 
einer auBerhalb angeordneten Beleuchtungseinrich- 
tung 13 uber Lichtleiter herangefuhrt. 
[0022] Die Detektoren 9 und 10 sind uber die Leitun- 
gen 1 4 mit einer Auswerte- und Steuerelektronik 1 5 ver- 
bunden, die uber die Leitung 1 6 mit dem Sortieraktor 1 2 
und uber die Leitung 1 7 mit einem externen Rechner 1 8 
in Verbindung stent. Die gesamte Elektronik 15 besteht 
aus einem Verstarkungsteil fur das MeBsignal z.B. mit 
Feldeffekttransistoren und einem Steuerteil. Im Steuer- 
teil kommen Speicher, Logikelemente wie z.B. Kompa- 
ratoren und Module fur die Datenkommunikation zum 
Einsatz. Der Hauptkanal 3 mit der Weiche 11, die opti- 
schen Sensoren 9 und 1 0, der Sortieraktor 1 2 sowie die 
Auswerte-und Steuerelektronik 15 sind einschlieBlich 
der elektrischen Leitungen 14 ; 16 : 1 7 auf einem monoli- 
thischen Silizium-Chip integriert. Der gesamte Elektro- 
nikteil 15 wird dabei als ASIC (anwendungsspezifischer 
integrierter Schaltkreis) auf dem Si-Chip ausgefuhrt. Die 
auf dem Chip integrierten elektrischen Verbindungen 1 4 
versorgen die Steuerelektronik 15 mit den Informatio- 
nen, um den Sortieraktor 12, z.B. ein Piezoelement, zu 
betatigen. Die Datenverarbeitung erfolgt parallel in je- 
dem Einzelmodul. Lediglich die Sortierkriterien werden 
von dem externen Rechner 18 fur alle Module gemein- 
sam vorgegeben. Als Sortierkriterium konnen hier rela- 
tive Schwellwerte zugrunde gelegt werden. So bewirkt 
z.B. der Sortieraktor 12 eine Umleitung der Zellstro- 
mung auf den Schenkel bzw. AuslaBkanal 19 der Wei- 



che 11 , wenn das MeBsignal > 20% und < 80% des als 
Fluoreszenzmittelwert vorgegebenen Sollwerts ist. Au- 
Berhalb des Sortiermoduls 4 ist der abzweigende 
Schenkel bzw. AuslaBkanal 19 der Weiche 11 mit dem 
5 Summenkanal 5 und der geradlinige Schenkel bzw. 
AuslaBkanal 20 mit dem Summenkanal 6 verbunden (s. 
Fig. 1). 

[0023] Analog zu den bekannten Zellsortierapparaten 
wird also die Zellstromung bei einer positiven Sortier- 

io entschetdung so beeinfluBt, daB die zu sortierenden 
Zellen in den Schenkel bzw. AuslaBkanal 19 und damit 
in den Summenkanal 5 austreten, wahrend die restli- 
chen Zellen das Modul durch den AuslaBkanal 20 ver- 
lassen und dem anderen Summenkanal 6 zugefuhrt 

is werden (s. auch Fig. 1). Bei einer Parallelschaltung von 
ca. 1000 Einzelmodulen 4 kann der Durchsatz und da- 
mit die Ausbeute bei der Zellsortierung um mehrere 
GroBenordnungen gesteigert werden. 
[0024] Fur den Sortieraktor, der die Stromung der 

20 Zelldispersion in der oben beschriebenen Weise beein- 
fluBt, kommen eine Reihe von Aktorprinzipien in Frage. 
Zunachst werden an Hand von Fig. 3a und 3b Verfahren 
beschrieben, die zu einer Verengung des Kanal- bzw. 
Schenkelquerschnitts 20 fuhren. Die Figuren 3a und 3b 

25 zeigen einen Querschnitt durch das Si-Grundmaterial 
22 mit dem AuslaBkanal 20. Oberhalb des AuslaBka- 
nals 20 ist ein kanalverengender Aktor22 in Form einer 
Blattfeder angeordnet, der sich in Fig. 3a im entspann- 
ten Zustand und in Fig. 3b im aktivierten Zustand befin- 

30 det. Ein derartiger Aktor kann als Piezoelement ausge- 
fuhrt werden. Die Verwendung des piezoelektrischen 
Ablenkungsprinzips fur Zellsortierer ist bereits bekannt. 
Durch Anlegen einer elektrischen Spannung an ein der- 
artiges Element wird die Blattfeder mehr oder weniger 

35 durchgebogen. Als Material kommt dafur Polysilizium in 
Frage, das bereits als Bestandteil eines piezoresistiven 
Drucksensors beschrieben wurde. AuBerdem sind pie- 
zoelektrische Aktoren auf der Basis von Lithiumniobat 
bekannt. Ferner wurden auch Ultraschallgeber fur die 

40 Beeinflussung von Zellstromen eingesetzt. 

[0025] Ein aquivalenter Effekt kann auch durch einen 
thermomechanischen Aktor erzielt werden. Hierbei wird 
eine Siliziumfederstruktur ausgewolbt. so daB wieder- 
um die Stromung der Zelldispersion aufgrund einer Ka- 

45 nalverengung beeinfluBt werden kann. AuBerdem sind 
Zungen bekannt, die sich unter dem EinfluB eines ex- 
ternen Magnetfeldes durch magnetostriktive Krafte ver- 
biegen und auf diese Weise den Kanalquerschnitt ver- 
engen konnen. 

so [0026] Daruberhinaus sollten auch fluidische Ele- 
mente, bei denen kleine Fliissigkeitsstromungen groBe 
Flussigkeitsstromesteuern, diegestellte Aufgabe losen 
konnen. Ein nach diesem Prinzip arbeitender Sortierak- 
tor ist schematisch in Figur 4 dargestellt. In einem mi- 

55 krostrukturierten Grundmaterial befinden sich die Kana- 
le 23 mit den Wandungen 24, die die Fliissigkeitsstrome 
begrenzen. Die Zelldispersion 2 tritt durch eine Eintritts- 
diise 25 in das Sortiermodul ein und wird hierbei seitlich 
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durch einen kleinen Flussigkeitssteuerstrom 26 beein- 
fluBt. Dieser Steuerstrom, der durch die EinlaBoffnun- 
gen 27 beispielsweise von links nach rechts flieBt, fuhrt 
dazu, daft sich der Zellstrom 2 aufgrund des Coanda- 
Effekts an die rechte Seite anschmiegt und somit das 
Sortiermodul durch die Austrittsoffnung 28 verlaBt. Bei 
einer entgegengesetzten FluBrichtung des Steuer- 
stroms stellen sich die Verhaltnisse seitenverkehrt dar 
und der Hauptstrom wurde das Modui durch die Offnung 
29 verlassen. Die Ausgleichsoffnungen 30 dienen zum 
Druckausgleich im Modul. 

[0027] Weiterhin konnen Sortieraktoren auf der Basis 
von schiebergesteuerten Ventilen eingesetzt werden. 
Ein derartiger elektromechanisch betriebenerSortierak- 
tor ist in den Fig. 5a und 5b dargestellt. Er besteht aus 
einem Plattenkondensator 31 mit einer feststehenden 
32 und einer beweglichen Platte 33. An der beweglichen 
Platte 33 ist eine Ventilscheibe 34 angebracht. die den 
Kanalquerschnitt des AuslaBkanals 20 der Weiche 11 
verschlieBen kann. Auf diese Weise kann die Stromung 
der Zelldispersion in dem Sortiermodul bzw. im 
AuslaBkanal 20 in Abhangigkeit der angelegten elektri- 
schen Spannung gezielt beeinfluBt werden. In Fig. 5a 
ist der Zustand dargestellt.. bei dem die durch den 
Hauptkanal 3 einflieBende Zelldispersion ungestort 
durch den AuslaBkanal 20 austritt. Im Fall einer positi- 
ven Sortierentscheidung wird die Ventilscheibe 34 gem. 
Fig. 5b in den Kanal 20 eingefahren, so daB die Disper- 
sion in den anderen AuslaBkanal 19 abgelenkt wird. 
[0028] Der Vorteil einer Separation von magnetisch 
markierten Zellen besteht darin, daB im Gegensatz zur 
Fluoreszenzmarkierung auf eine Sensoreinrichtung 
verzichtet werden kann. In diesem Sinn wird die magne- 
tische Markierung von einem als Aktor wirkenden Ma- 
gnetfeld als sortiertechnisch relevante physikalische 
GroBe verwendet. Die zur Ablenkung notigen Magnet- 
feldervon magnetisch markierten Zellen werden durch 
planare Magnetspulen, deren Windungen z.B. aus Gold 
bestehen, realisiert. Auf diesem Prinzip beruht ein be- 
kannter magnetischer Mikromotor, der auf Si-Substrat 
hergestellt wurde. In Fig. 6 ist ein entsprechendes ma- 
gnetisches Ablenkmodul schematisch dargestellt. Die 
Zellen 35 treten in das Modul wieder uber den Haupt- 
kanal 3 ein. Entlang der Kanalstruktur sind planar auf- 
gebrachte Magnetspulen 36 angebracht, die ggf. in ei- 
ner zweiten Ebene uber den Kanalen liegen. Mit dieser 
Anordnung der Spulen 36 wird der Ablenkweg fur die 
Zellen 35 festgelegt, die magnetische Beads als Mar- 
kierung tragen und damit das Modul durch den 
AuslaBkanal 1 9 verlassen. Magnetisch unmarkierte Zel- 
len werden von den Magnetfeldern nicht abgelenkt und 
passieren daher das Modul durch den anderen AuslaB- 
kanal 20 . 

[0029] Ein derartiger magnetischer Sortiermodul 
kann auch mit den oben beschriebenen optischen Sor- 
tiermodulen 4 in Fig. 1 kombiniert werden, womit ein 
zussatzlicher Sortierparameter zur Verfugung steht. 
Fig. 7 zeigt schematisch eine Anordnung f Or zwei par- 



allel ausgefuhrte Sortiereinheiten. Eine Einheit besteht 
hierbei aus einem magnetischen Sortiermodul 37'bzw. 
38 (gem. Fig. 6) und jeweils aus zwei uber die 
AuslaBkanale 39,40 bzw. 41 } 42 verbundenen optischen 
5 Sortiereinheiten 43,44 bzw. 45,46. Mit dieser Anord- 
nung konnen in dem Summenkanal 47 die magnetisch 
positiv und Fluoreszenz-positiv gemessenen Zellen, im 
Summenkanal 48 die magnetisch positiven und Fluo- 
reszenz-negativen, im Summenkanal 49 die magne- 
to tisch negativen und Fluoreszenz-positiven und im Sum- 
menkanal 50 die magnetisch negativen und Fluores- 
zenz-negativen Zellen gesammelt werden. 
[0030] Falls nur mit magnetisch markierten Zellen ge- 
arbeitet wird, kann ein magnetisches Ablenkmodul 37 
15 oder 38 das optische Sortiermodul 4 in Fig. 1 ersetzen. 
Durch die gezielte Einstellung der Magnetfelder konnen 
in einer Kaskadenanordnung von magnetischen Ablen- 
keinheiten die Zellen nach der Anzahl der gebundenen 
magnetischen Beads differenziert werden. 
20 [0031] Die Dimensionen eines Moduls richten sich 
nach der GroBe der Zellen, die sortiert werden sollen. 
Der Durchmesser der Kanale fur Bakterien betragt in 
der Regel 5 - 10 jam, der fur eukaryontische Zellen 30 - 
60 urn Als Grundmaterial fur die mikrostrukturierte Sor- 
25 tiervorrichtung dient vorzugsweise Silizium, da sich hier 
sowohl Kanalstrukturen und optische Detektionsele- 
mente (Photodioden) als auch die Steuerelektronik mo- 
nolithisch integrieren lassen. Hierbei werden die in der 
Halbleitertechnik ublichen Verfahren der Photolithogra- 
30 phie, lonendiffusion, Aufdampftechniken und naBche- 
misches Atzen eingesetzt. 

Pate ntansp ruche 

35 

1. Sortiervorrichtung fur in Fliissigkeiten dispergierte 
biologischeObjekte, bei der die Objekte in einer fur 
die Sortierung signifikanten Weise magnetisch mar- 
kiert sind, bestehend aus 

40 

i) einem mit einer Zufuhrung (1) verbundenen, 
von derbiologischen Flussigkeit durchstromten 
Hauptkanal (3) und einer am Hauptkanal (3) 
angeordneten Weiche (11) mit mindestens 

45 zwei Auslasskanalen (19, 20) und 

ii) einem an der Weiche (11) angebrachten Sor- 
tieraktor (12), der die magnetisch markierten 
Zellen selektiv auf einen der beiden Auslasska- 

50 nale (19, 20) verteilt, 

dadurch gekennzeichnet, 

a) dass sich die Zufuhrung (1) in ein mikro- 
55 strukturiertes System von multiparallelen 

Hauptkanalen (3) und Sortiermodulen (4) mit 
jeweils einer Weiche ( 1 1 ) zur Aufteilung in zwei 
verschiedene Auslasskanale (19 f 20) ver- 
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zweigt. 

b) dass innerhalb eines Sortiermoduls (4) an 
jedem Hauptkanal (3) ein magnetischer Ab- 
lenkmodul (37, 38) als Sortieraktor (12) ange- 5 
ordnet ist und 

c) dass jeder Auslasskanal (20) mit einem 
Summenkanal (6) fur die unselektierten Zellen 
und jeder Auslasskanal (19) mit einem Sum- 10 
menkanal (5) fur die selektierten Zellen verbun- 
den ist. 

2. Sortiervorrichtung fur in Flusslgkeiten dispergierte 
biologische Objekte. bei der die Objekte gegebe- is 
nenfalls in einer fur die Sortierung signifikanten 
Weise markiert sind, bestehend aus 

i) einem mit einer Zufiihrung (1) verbundenen, 
von der biologischen Flussigkeit durchstromten 20 
Hauptkanal (3) und einer am Hauptkanal (3) 
angeordneten Weiche (11) mit mindestens 
zwei Auslasskanalen (19, 20), 

ii) mindestens einem am Hauptkanal (3) ange- 25 
ordneten Sensor (9 oder 1 0), der die Zellen de- 
tektiert und klassifiziert und 

iii) einem an der Weiche (11) angebrachten 
Sortieraktor (12), der die klassifizierten Zellen 30 
anschlieBend selektiv auf einen der beiden 
Auslasskanale (19, 20) verteilt, 

dadurch gekennzeichnet, 

35 

a) dass sich die Zufiihrung (1) in ein mikro- 
strukturiertes System von multiparallelen 
Hauptkanalen (3) und Sortiermodulen (4) mit 
jeweils einer Weiche (1 1 ) zur Aufteilung in zwei 
verschiedene Auslasskanale (19, 20) ver- 40 
zweigt, 

b) dass innerhalb eines Sortiermoduls (4) an 
jedem Hauptkanal (3) mindestens ein Sensor 

(9 oder 10) und an jeder Weiche (11) ein von 45 
demjeweiligen Sensor gesteuerter Sortieraktor 
(12) angeordnet ist und 

c) dass jeder Auslasskanal (20) mit einem 
Summenkanal (6) fur die unselektierten Zellen so 
und jeder Auslasskanal (19) mit einem Sum- 
menkanal (5) fur die selektierten zellen verbun- 
den ist. 

3. Sortiervorrichtung nach den Anspriichen 1 und 2, 55 
dadurch gekennzeichnet, dass an jedem Haupt- 
kanal (3) ein optischer Sensor (9) zur Bestimmung 
der ZellengroBe angeordnet ist. 



4. Sortiervorrichtung nach den Anspriichen 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass die an den Haupt- 
kanalen (3) angeordneten optischen Sensoren (9 
und/oder 10) uber Lichtleiter mit einer externen 
Lichtquelle (13) verbunden sind. 

5. Sortiervorrichtung nach den Anspriichen 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein 
optischer Sensor aus einem Fluoreszenzsensor 
(10) besteht. 

6. Sortiervorrichtung nach den Anspriichen 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass das mtkrostruktu- 
rierte System einschlieBlich der optischen Senso- 
ren (9 und/oder 1 0), der Sortieraktoren (1 2) und ei- 
ner mit den Sensoren (9 und/oder 1 0) und den Sor- 
tieraktoren (12) verbundenen Auswerte- und Steu- 
erelektronik (15) in einen monolithischen Block in- 
tegriert sind. 

7. Sortiervorrichtung nach Anspruch 6 ; dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der monolithische Block 200 
bis 1.000 Sortiermodule (4) enthalt und dass die 
lichte Weite der Kanale (3, 19, 20) 5 bis 60 urn be- 
tragt. 

8. Sortiervorrichtung nach den Anspruchen 6 und 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass samtliche Ele- 
mente des mikrostrukturierten Systems 
einschlieBlich der Steuerelektronik (15) fotolitho- 
grafisch in einen Silizium-Chip integriert sind. 

9. Sortiervorrichtung nach den Anspriichen 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sortiermodule 
(4) mit einem gemeinsamen externen Rechner (1 8) 
verbunden sind, der den Schwellwert und den Ma- 
ximalwert fur die Selektierung der Zellen vorgibt. 

10. Sortiervorrichtung nach den Anspruchen 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass als Sortieraktoren 
(12) zur Steuerung der biologischen Flussigkeits- 
strome piezoelektrische, magnetostriktive, fluidi- 
sche oder ultraschallaktive Bauelemente einge- 
setzt werden. 



Claims 

1 . Sorting device for biological objects dispersed in liq- 
uids, wherein the objects are magnetically labelled 
in a significant manner for sorting, consisting of 

i) a main channel (3) which is connected to a 
feed inlet (1) and through which the biological 
liquid flows and a switch unit (11) which is ar- 
ranged on the main channel (3) and comprises 
at least two outlet channels (19, 20) and 
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ii) a sorting actuator (12) which is arranged on 
the switch unit (11) and which distributes the 
magnetically labelled cells selectively to one of , 
the two outlet channels (19, 20), 

. 5 

characterized in that 

a) the feed inlet (1 ) branches into a microstruc- 
tured system of multiparallel main channels (3) 
and sorting modules (4) each having a switch w 
unit (11) for division into two different outlet 
channels (19, 20), 

b) a sorting module (4) has a magnetic deflec- 
tion module (37, 38) arranged in it on every 15 
main channel (3) as a sorting actuator (12), and 

c) every outlet channel (20) is connected to a 
summing channel (6) for the unselected cells 
and every outlet channel (1 9) is connected to a 20 
summing channel (5) for the selected cells. 

Sorting device for biological objects dispersed in liq- 
uids, wherein the objects are magnetically labelled 
in a significant manner for sorting, consisting of 25 

i) a main channel (3) which is connected to a 
feed inlet (1) and through which the biological 
liquid flows and a switch unit (11) which is ar- 

. ranged on the main channel (3) and comprises 30 
at least two outlet channels (1 9, 20), 

ii) at least one sensor (9 or 10) which is ar- 
ranged on the main channel (3) and which de- 
tects and classifies the ceils, and 35 

iii) a sorting actuator (12) which is arranged on 
the switch unit (11) and which distributes the 
classified ceils selectively to one of the two out- 
let channels (19, 20) : 40 

characterized in that 

a) the feed inlet (1) branches into a microstruc- 
tured system of multiparallel main channels (3) 45 
and sorting modules (4) each having a switch 
unit (11) for division into two different outlet 
channels (19, 20), 



summing channel (5) for the selected cells. 

3. Sorting device according to Claims 1 and 2, char- 
acterized in that an optical sensor (9) for determin- 
ing cell size is arranged on each main channel (3). 

4. Sorting device according to Claims 1 to 3, charac- 
terized in that the optical sensors (9 and/or 1 0) ar- 
ranged on the main channels (3) are connected via 
light guides to an external light source (13). 

5. Sorting device according to Claims 1 to 4, charac- 
terized in that at least one optical sensor compris- 
es a fluorescence sensor (10). 

6. Sorting device according to Claims 1 to 5, charac- 
terized in that the microstructured system includ- 
ing the optical sensors (9 and/or 1 0), the sorting ac- 
tuators (12) and an evaluation and control electron- 
ic system (15) connected to the sensors (9 and/or 
10) and the sorting actuators (12) are integrated in 
a monolithic block. 

7. Sorting device according to Claim 6, characterized 
in that the monolithic block contains 200 to 1 000 
sorting modules (4) and in that the internal diame- 
ter of the channels (3, 19, 20) is 5 to 60 u/n. 

8. Sorting device according to Claims 6 and 7, char- 
acterized in that all the elements of the microstruc- 
tured system including the control electronic system 
(15) are photolithographically integrated in a silicon 
chip. 

9. Sorting device according to Claims 1 to 8, charac- 
terized in that the sorting modules (4) are connect- 
ed to a common external computer (18) which pre- 
sets the threshold value and the maximum value for 
the selection of the cells. 

10. Sorting device according to Claims I to 9, charac- 
terized in that the sorting actuators (12) used for 
controlling the biological streams of liquid are pie- 
zoelectric, magnetostrictive, fluidic or ultrasonic 
components. 

Revendications 



b) inside a sorting module (4) at least one sen- 50 
sor (9 or 1 0) is arranged on each main channel 

(3) and a sorting actuator (12) controlled by the 
sensor in question is arranged on each switch 
unit (11) 

55 

c) every outlet channel (20) is connected to a 
summing channel (6) for the unselected cells 
and every outlet channel (19) is connected to a 



1 . Dispositif de triage pour des objets biologiques dis- 
perses dans des liquides : dans lequel les objets 
sont marques par voie magnetique d'une maniere 
significative pour le triage, constitue par : 

i) un canal principal (3) relie a une conduite 
d'amenee (1) et traverse par le liquide biologi- 
que : et par un aiguillage (11) agence sur le ca- 
nal principal (3) et comprenant au moins deux 
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canaux de sortie (19, 20), et 
ii) par un actionneur de triage (12) agence sur 
faiguillage (11), qui repartit les cellules mar- 
quees par voie magnetique seiectivement vers 
i'un des deux canaux de sortie (19, 20), 5 

caracterise en ce que 

a) la conduite d'amenee (1) se bifurque en un 
systeme micro structure de canaux principaux io 
multiparalleles (3) et de modules de triage (4) 
avec un aiguillage respectif (11) pour la subdi- 
vision en deux differents canaux de sortie (19, 
20), 

b) un module de deviation magnetique (37 : 38) 15 
est agence en tant qu'actionneur de triage (12) 

a I'interieur d'un module de triage (4) sur cha- 
que canal principal (3), et 

c) chaque canal de sortie (20) est relie a un ca- 
nal de sommation (6) pour les cellules non se- 20 
lectionnees et chaque canal de sortie (19) est 
relie a un canal de sommation (5) pour les cel- 
lules selectionnees. 

Dispositif de triage pour des objets biologiques dis- 25 
perses dans des liquides, dans lequel les objets 
sont marques le cas echeant d'une maniere signi- 
ficative pour le triage, constitue par : 

i) un canal principal (3) relie a une conduite 30 
d'amenee (1) et traverse par le liquide biologi- 
que, et par un aiguillage (11) agence sur le ca- 
nal principal (3) et comprenant au moins deux 
canaux de sortie (19, 20). 

ii) au moins un detecteur (9 ou 1 0) agence sur 35 
le canal principal (3), qui detecte et classe les 
cellules, et 

iii) un actionneur de triage (12) agence sur 
I'aiguillage (11), qui repartit seiectivement en- 
suite les cellules classees vers I'un des deux 40 
canaux de sortie (19. 20), 

caracterise en ce que 



relie a un canal de sommation (5) pour les cel- 
lules selectionnees. 

3. Dispositif de triage selon les revendications 1 et 2. 
caracterise en ce que sur chaque canal principal 
(3) est agence un detecteur optique (9) pour deter- 
miner la taille des cellules. 

4. Dispositif de triage selon les revendications 1 a 3 ; 
caracterise en ce que les detecteurs optiques (9 
et/ou 10) agences sur les canaux principaux (3) 
sont relies a une source de lumiere externe (13) via 
un guide de lumiere. 

5. Dispositif de triage selon les revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu'au moins un detecteur opti- 
que est constitue par un detecteur de fluorescence 
(10). 

6. Dispositif de triage selon les revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le systeme microstructure, 
y compris les detecteurs optiques (9 et/ou 10), les 
actionneurs de triage (12) et une electronique 
devaluation et de commande (15) reliee aux detec- 
teurs (9 et/ou 10) et aux actionneurs de triage (12), 
sont integres dans un bloc monolithique. 

7. Dispositif de triage selon la revendication 6, carac- 
terise en ce que le bloc monolithique comprend 
200 a 1000 modules de triage (4), et en ce que la 
largeur libre des canaux (3, 1 9, 20) est de 5 a 60 um 

8. Dispositif de triage selon les revendications 6 et 7. 
caracterise en ce que tous les elements du syste- 
me microstructure, y compris Pelectronique de com- 
mande (15), sont integres dans une puce de sili- 
cium par voie photolithographique. 

9. Dispositif de triage selon les revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que les modules de triage (4) 
sont relies a un calculateur externe commun (18) 
qui predetermine la valeur seuil et la valeur maxi- 
male pour la selection des cellules. 



a) la conduite d'amenee (1) se bifurque en un 45 
systeme microstructure de canaux principaux 
multiparalleles (3) et de modules de triage (4) 
avec un aiguillage respectif (11) pour la subdi- 
vision en deux differents canaux de sortie (19, 
20), so 

b) au moins un detecteur (9 ou 10) est agence 
a I'interieur d'un module de triage (4) sur cha- 
que canal principal (3), et un actionneur de tria- 
ge (12) commande par le detecteur respectif 

est agence sur chaque aiguillage (11), et 55 

c) chaque canal de sortie (20) est relie a un ca- 
nal de sommation (6) pour les cellules non se- 
lectionnees et chaque canal de sortie (19) est 



10. Dispositif de triage selon les revendications 1 a 9, 
caracterise en ce qu'en tant q u'actionneurs de tria- 
ge (12) pour commander les courants de liquide 
biologiques, on utilise des composants piezo-elec- 
triques, magnetostrictifs, fluidiques ou actives par 
ultrasons. 



8 



EP 0 745 682 B1 




EP 0 745 682 B1 




Fig. 3a 




Fig.3b 
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Fig. 7 
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